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Cl｡ Siridiu m difficile (C. difftcile)V PI l O463株を 用い , 菌体内 ト キ シ ソ A を, サ イ ロ グ ロ ブ リ ン ア フ ィ
ニ テ ィ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー , 2 回 の モ ノ Q一 高速 タ ン パ ク 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー (Mo n oQ-fa st pr otein liquidchr o m atogr aphy,
M ｡ n ｡Q-F P L C)に よ り高虔精製 L た. 変法 ブ レ イ ン ハ ー ト イ ン フ ュ ー ジ ョ ン 培養 菌液か ら得 られ た 菌体の 超音波処理 上 清
液を出発材料 と した . 上 記上 清液中の ト キ シ ン A (菌体内 ト キ シ ン A)は , 4 ℃で サ イ
ロ グ ロ ブ リ ン カ ラ ム に 結合 し37 ℃で 溶
出され た . 赤 血球凝集 (he m ag glutinatio n, H A) 活性ほ 素通 り画分で は 高か っ た が (2
9赤 血球凝集単位 (H Au nit･ H A U)/50pl),
37 ℃ で溶出 され た菌体内 ト キ シ ソ A両分で は低か っ た (2
0 H A U/50FLl)･ しか し . 温度溶出両分を透析する こ と に よ り H A活性
は 25 H A U/50FLl に 上 昇した . 1 回目の Mo n oQ-F PL Cに お い て ∴緩や か な NaCl濃度勾配(0
- 0･4M)で 溶 出を行 い , 菌体内
ト キ シ ソ A と H A活性物質を分離 した . 更 に 2 回 目の Mo n oQ-F P L C を行い , H A活性を 有 しな い 菌体内 トキ シ ン A の 高純
度精製標品を得た . 精製菌体内 トキ シ ソ A の 分子量は , 末変性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲル 電気泳動で は 矧 比Da で あ り , また ,
ドデ シ ル 硫酸ナ ト リ ウ ム ー ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動上 の 主 バ ン ドほ 2 40 kDa で あ っ た ･ 精 製菌体内 ト キ シ ン A の 細胞
毒性, マ ウ ス 致死 毒性お よび ウ サ ギ 結集腸管液体貯留活性に おけ る最小有効量はそ れ ぞれ 0･83ng･ 臥7 略 5〟g で あ っ た ･ H A
活性ほ 1郎 g の 毒素を 用 い ても検出 され な か っ た . 精製 菌体内ト キ シ ソ A と菌体外 ト キ シ ン A ほ, ゲ ル 内沈降反応に お い て 抗
菌体内 ト キ シ ソ A血 清お よび 抗菌体外 ト キ シ ソ A 血清 と反応 し, 融合す る
一 本の 沈降線を形成 した ･ 抗菌体内 ト キ シ ソ A血 清
およ び 抗菌体外 ト キ シ ン A 血清は共に , 菌体内 トキ シ ソ A お よ び菌体外 ト キ シ ソ A の 細胞毒性 , マ ウ ス 致死 毒性 ∴結集腸管液
体貯留活性 を 同程度の 力価 で中和 した . ま た . 両血清 は菌体外 ト キ シ ン Aの H A活性を同程度に 中和 した ･ 以上 の 結果 は , ト
キ シ ソ A はH A活性陰性の 形で菌体内で塵生され , 菌体外 へ 放出 され る 吼 ある い は 培養液中 で H A活性が活性化 され る可 能
性 を示 唆 して い る .
Key w ords Clo stridiu m difficile, tOXin A, intrac e11ularto xin A, pu rific atio n, he mag glutin ation
C h油壷抗用 い亙〃先払= C. dげJfc混ハま偽膜性大腸炎 お よ び
一
部 の 抗生物質随伴性下痢症の 原困菌 である
1ト 5-
. 本 菌は ト キ シ




ち腸管毒性を有す る ト キ シ ン A が 上記疾病発症の 際の 最も重要
な病原因子で ある と考 え られ て い る
-む
.
ト キ シ ソ A の 分子 量は 末変性状態で 400- 600k Da. 変性 状態
で 200- 25 0k Da で ある こ と が報告 され て い る6卜 朝 l= 2). ま た , ト
キ シ ソ A ほ腸管毒性の 他に , 細胞毒性, マ ウ ス 致死 毒性 一 赤血
球凝集(he m ag glutin atio n, H A)活性 , 血管透過性克進活性な ど
の 生物学的活性をもつ こ とが知 られ てい る
$ ト ほ)
. こ れ らの 知 見
は 全て , 培重液中に 放出 され た トキ シ ソ A (菌体外 ト キ シ ン
A ) を対象に して得 られ たもの で あり , これ まで 菌体内 に 存在
する ト キ シ ソ A (菌体内ト キ シ ソ A )に 関する 研究 ほ行わ れ て
い な い . 従 っ て , 菌体 外 トキ シ ン A と菌体内 トキ シ ソ A の 間に
分子構成上 の 相異がある の か , また 菌体内ト キ シ ン A ほ 上述 の
活性に 関して 活性型 の 状態 で 存在す るの か な ど不 明の ま ま で あ
る .
菌体 外トキ シ ン A は HA 活性を有するが , 近年培養濾液中に
H A活性をもたな い 変異型 ト キ シ ソ A も存在す る こ と が 示唆さ
れ て い る
13-
.
こ の こ と ほ菌体内 ト キ シ ソ A に お い て ほ , 少な く
とも H A活性に 関 して は 不活性型で存在す る 可 能性 を 示 して
い る .
上記諸点を 明 か に すべ く , 本研究で は 菌体内 ト キ シ ン A を精
製 し, そ の 性状を 検討し た .
材料お よび方法
Ⅰ . 使用菌株 と培養
C. dげJ∫rJJg V PI 10463株を 使用 した . 毒素産生用培地 と して
ブ レ イ ン ノ ､ - ト イ ン フ ュ ー ジ ョ ン (br ain he a rtinfusio n,
B HI)(Be cto n Dickin s o nM icr obiolog ySyste m, Co ckeysvi1e,
M d.
,
L S A) に Na2H P 04 を 0.2 % の 割 に 添 加 し た 培 地
(m odified B HI, m ,B HI)
1日 5}を用 い た . 肝片加肝 ブイ ヨ ン で18時
間培養 した菌液 Iml を 1,00mlの m-B HI(計 4本使用)に 植菌
後 , 嫌気 ジ ャ ー に 入れ , 37 ℃に て 2 日間嫌気培養 した .
Ⅱ . 菌体内粗抽出液の作製
培養菌液(4,000ml) を 7,000Ⅹg, 20分間遠心 し , 沈睦 (菌体)
平成5年 6月22 日受付, 平成 5年7月 6 日受理
A bbr eviatio ns :A28｡, abs orba n c e at 280nm ; C. difficile, Clo st ridiu m difficile; C U, CytOtO Xic unit; CU50,
m edian cytoto xic u nit; E C-5, Eagle
,
s minim al ess ential m ediu m s up ple m e nted with5 %fetal c alf s e ru m; fr･
fra ctio n n u mber ;Gal, galacto se; GIcN Ac, N- aCetylglutosa min e; H A, he m ag glutin atio n; H A U, HA unit; L D50･
m edia nleth al dose; m - B HI, m Odified brain hea rtinfu sio n; M L D, minim al lethal dos e; Mo n oQ-F P LC, M o no
C. 針〃k 混 の 菌体内 トキ シ ン A
を 0.05 M Tris-HCl緩衝生理食塩水 (pH 7･0) (Tris-H C トbuffer ed
saline, T B S)iこて2 回洗浄遠心後 , T B S 60ml に 懸濁 した ･ 菌
懸濁液を超音波発生装置 しR
-200P(ト ミ ー 精 工 , 東京) に て
20kc, 180 W の 条件下 で 7･5 分 (1･5 分, 5回) 処 理 する こと に
ょ り菌体を破砕し た . 菌体破砕液は 1 2,000xg, 30分間遠心 し ,
上帝液を メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ
ー マ イ レ ク ス ーG V(孔 径 0･22
仰) ( 日本 ミ リ ポ ア , 米沢) で 濾過 し菌体内粗抽出液と した ･
Ⅲ . サ イ ロ グ ロ ブ リ ン ア ワ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト ゲ ラ
7 イ ー (t hyr oglobulin affinity chr o m atography,
T G.互C )
Kriv a nら
11･ の 方 法 に よ っ た . ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン
(thyr oglobulin , T G) (Sigm a, St･ Lo uis, Mo･ ･ U S A) 溶液 (5mg/
ml)50ml と ア フ ィ ゲ ル 1 5 (Bio-Rad Labor at ories･ Richm o ndl
Ca. , しS A)10ml を 4 ℃で
一 夜反応 させ た 後, 1×1 0c m の カ ラ ム
に 充填 した (T Gカ ラ ム). T B Siこて 洗浄 ･ 平衡化 L たT Gカ ラ
ム に 4 ℃に て 試料 (60ml) を添加 後 . 30ml の T B Sで カ ラ ム を
洗浄 した . 次い で T Gカ ラ ム を37 ℃へ 移 し, T B Sで 吸着 タ ン パ
ク を溶出した (温度溶出). 溶出液は 5mlず つ 分取 し , 280n m に
おけ る吸 収 (abs o rba n c eat2 80n m . A28｡)一 細胞 毒性 お よ び




, 東京) に よ り測定 した .
Ⅳ . モ ノQ一高速 タ ン パ ク液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー (Mo n o
Q -fa st protein liquid chr o m atogr aphy, M o n o Q
-
F P L Cう
Mo n oQrF P L C は高速 タ ン パ ク 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ (fast
pr ot ein liquidchr o m atogr aph) (P har m acia L KB Biot e chn olo-
gy, Up ps ala, Sw ede n) に 装着 した モ ノ Q HR5/5(Mo n oQ H R
5/5, M o n oQ)カ ラ ム (P har m acia L K B Biote chn olog y)を 剛 ､
て 行 っ た . 試料 を メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー マ イ レ ク ス GーV に て
濾過し , カ ラ ム に 添 加 した . 0.02 M Tris-H Cl緩衝液(pH 7･5)で
カ ラ ム を 洗浄後 ,
.
0 - 0▲4 M NaClの 直線濃度勾配法 (流速
0,5ml/min) に よ り溶 出を 行 っ た . 溶 出液は 0･5mlず つ 分取 し ,
A恥 細胞毒性 お よ び H A活性を測定 した .
V . 菌体外 トキ シ ン A の精製
菌体外 ト キ シ ン A の 精製 は , Ka miya ら
】2一の)j法に 従 い , 透析
培養菌液 を出発材 料 と し , T G A C, Q セ フ ァ ロ
M ス F F
(P ha r m a cia L K B B io te chn olog y)-F P L C, M o n oQ,F P L Cに よ り
精製した .
Ⅵ . タ ン パ ク定量
Bio-Rad タ ン パ ク ア ッ セ イ キ ッ ト (Bio-Rad Labor at ories)
を用 い て , タ ン パ ク定 量を行 っ た . 標準 タ ン パ ク と し て ウ シ 血
清ア ル ブ ミ ン (和光純薬, 大阪) を 用い た .
Ⅶ . ポ リ ア ク リル 7 ミ ドゲ ル 電気泳動 (polyacryla mi de gel
electr opho r e si, P A G E)
未変性 P A G E, ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム Pー A G E (sodium
dode cylsulfat e-P A G E, S D S-P A G E)は Ka miya ら
12'の 方法に よ
り行 っ た . 未変性 P A G Eiこほ 4 - 15% グ ラ ジ ェ ン ト ゲ ル を 用
い
, 試料 を 8m A で30分間泳動後 , 1 25V, 18時間泳動 した . 分
子量 マ ー カ ー は H M W キッ ト E (Phar m acia L K B Biote chn o-
logy) を 用い た . S D S-P A G Eに は 5% ゲル を 剛 ､た . 試料 の 還
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元 は 等量の 川%β-メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー ル 溶液 を添加 後, 3分間
煮沸する こ とに よ り行 っ た . 試料 を 15m A で 30分間泳動後 ,
30m A
.
2.5 時間泳動 した . 分 子量 マ ー カ ー は S D S-P A G Eス タ
ン ダ ー ド High (Bio-Rad Labor at orie s) を 用い た . 泳動後, ゲル
は シ ル バ ー ス テ イ ン キ ッ ト (BioTRad Labor atories) に て 銀
染色 を行 っ た . な お電気泳動に は ラ ビ タ ス ･ 二 連ス ラ ブ電気泳
動装置 A E-6220型 (ア ト ー )を 用 い た ･
Ⅷ . 生物活性測定
1 . 細胞 毒性
Naka m ur aら
伸 の 方法に 従い , B H K-21/W l-2細胞を 用 い て 細
胞毒性を測定 した . 培養液と し て 5% (v/v) ウシ 胎児血 清 (大
日 本製薬 , 大 阪) 加イ ー グ ル 最 ′｣､ 必 須 培地 ( 日水 , 東 京)
(Eagle
'
s minim al e ss e ntial m ediu m s up ple m e n t ed with 5 %
fet alc alfser u m, E CL5) を 剛､た . E C.5 を 用い . 細胞数が 2×
10
5
個/mlに な る様調製 した B H KT21/W I-2細胞浮遊液 を96穴 マ
イ ク ロ プ し p ト フ 7 ル コ ン 3075(Be cto n Dickinso nLabw ar e,
Linc oln Park. Nj. . U S A) の 各穴に 100pl分注 し , 5% 炭酸ガス
存在下 で37
8
Cに て 培養 した . 24時間培養後, E C-5 で 2 倍段 階
希釈し た試料 50〃l を各穴に 加え , 更に48時間培養L た･ 穴中の
全て の 細胞 を円形化させ る試料 の 最高希釈倍数 の 逆数を細胞毒
性単位 (cytotoxic u nit, C U)/50FLl と し た. 細胞毒性の 50% 有効
量 (media n cytot o xic u nit. C U5｡) は , 同 一 試料 の 希釈系列の 細
胞毒性を 6 回測定 し, Karberの 式
=■■ に よ り計算して 求め た ･
2 , H A活性
Kriva n ら
1&一 の 方法に 準じ H A活性を測定 した . ウ サ ギ赤血球
を 0.1 MNaC l加 0.05 M Tris-H Cl緩衝液(pH 7･2)に よ り3 回
洗浄遠心後 , 1.5ケ= v/v)赤血球浮遊液を調製 した . 試料50〃lを
96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト ダ ラ イ ナ ー 650101(C･ A･ Gr ein er u nd
Sohn e. Nurtinge n. Ger ma ny)に て 上記緩衝液 で 2倍段 階希釈 し
た 衡 各穴に 赤血 球浮遊液 50〃lを 加 え , 4
0
c , 3時間反応させ
た . 完全凝集像 を示 し た試料の 最高希釈倍数の 逆数 を H A単位
( H Au nit, H A U)/50FLl と した .
3 . マ ウ ス 致 死毒性
d dァ 系 マ ウ ス (オ ス , 体重 18-20g) (【1本 エ ス エ ル シ … , 静
剛 の 腹 睦 内 に 0.015 M リ ン 酸緩衝ノl:.理 食塩水 (phosphate-
buffe red s alin e. P B S) で 2倍段 階希釈 し た 試料 を 0.5ml 注 射
し , 3 ヒ】後の 生死 を観察し , 最小致死 誌 (minim al lethaldos e-
M L D)ある い は50タも致死 量(m edia nle thal do se. L D5O)/ml を




の 方法に 準 じ, ウ サ ギ ル ー プ テ ス ト (結集腸 管試
験) を行 っ た . 体重 2.5-3.Okg の = 本= 色在来種ウ サ ギイ北 陸
実験動物 , 金沢) を24時間絶食さ せ た後 , チ オ ペ ン タ
ー ル 麻酔
下 で 開腹 し, 小腸国盲部よ り 小腸 を約 50c m_1二行し た部位か ら
順に 約 10c m の 長さに 腸管を 結集し , 一 羽当 り 5 - 8 個の 結集
膀管を作製 した . 各結集腸管内 に 試料 l･Oml ず つ を 注入 し た
後 , 開腹部 を縫合した . 試料注入16時間後 に ウ サ ギ を 屠殺し J
結集腸管内の 貯留液量 (ml) を測遷 した . 貯留液量を結染腸管
の 長 さ (C m) で 除し た値が 1.0 以上 を 示 す場合 を ル ー プ テ ス ト
陽性と した .
Q-fast protein liquidchro m atography; N D. not dete cted; P A G E, pOlyh trylarhide gel electrophoresi~;
{P B S,
phosphate-buffe red salin e; S D S-P A G E. s odiu m dodecyl sulfate
-P A G E; T B SI Tris- H Cl-buffered salin e; T G･
thyroglobulin; T G A C, thyroglobulin affinty chro m atography
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Ⅸ. 杭血 清の 作製 と精製
タ ン パ ク 濃度 20- 4恥g/皿l の 精製 ト キ シ ン A に , 終 濃 度
0.4 % とな るよ う に ホ ル マ リ ン を添加 し, 37 ℃に て4 8時間保温
し ト キ ソ イ ドを作製 し た . ト キ ソ イ ド 0.5mI と等量の フ ロ イ ン
ト 完 全 ア ジ ュ }( ン ト (Difc o Laborato rie s, Detroit, M ich. ,
U S A) の 乳濁液を 1週間間隔 で 3回 ウ サ ギ の 大腿筋肉和 ･こ注射
し , 更に そ の 1週間後よ り, ト キ ソ イ ド0.5mI と等量の フ ロ イ
ン ト不 完全 ア ジ エ バ ン ト (Difc oLabortories)の 乳濁液を 1週間
間隔 で 4 回注射し た . 最終 注射 1週間後iこ 採 血 し 抗血 清を 得
た . 抗血 清は , ア フ ィ ゲ ル プ ロ テ イ ン A M A P S Ⅲ キッ ト
(Bio-Rad Labor a to rie s) に よ り IgG 抗体を分取 し毒素中和試験
に 用い た ,
X . ゲ ル 内沈降反応
P B Sに て 作製 した 1.5% ア ガ ロ ー ス (ナ カ ラ イ テ ス ク , 京
都)溶液 2 血 を 76×2 6m m の ス ライ ドグ ラ ス 上 に 注 ぎ▲ 固化 し
た 後に , 直径 4m m の 孔を 3 - 4m m 間隔で 作 り , 抗原 (4恥g/
mI)25/Jl慶)る い は抗血 清 25/上Ⅰを注入 した . 湿箱に 入 れ て 37 ℃,




8 C U を 示す ト キ シ ン A溶液5 0pl と, E C-5 培地 に よ り 2倍
段階希釈 した抗血 清 5恥1 と を混合 し室温で30分間静置後 , 混
合液 50〃1の 残存細胞毒性の 有無 を調 べ た . 抗血 清 の 中和力価
は 4C しを完全に 中和 した 抗血 清の 最大希釈倍数と し た .
2 . H A活性中和試験
8 H A Uを 示 す ト キ シ ン A溶液 25FLlと , T B Sに よ り 2倍段階
希釈 した 抗血 清 25/Jl とを混合 し室温で30分間静置後 , 混 合液
5恥Ⅰの 残存 H A 活性 の 有無 を調 べ た . 抗血 清 の 中和力価 は
8 H AU を完全 に 中和 した 抗血清の 最大希釈倍数 と し た .
3 . マ ウ ス 致死 毒性中和試験
5 10 15 20 25
Fr a⊂tion nu mber
Fig.1. T hyroglobulin affinty chr o m atogr aphy(T G A C) of a
C elle xtr a ct of C. dtfficile V PI lO463. T he c eIle xtra ct
(60ml) w a s ap plied to the affinty c olu m n at 4 ℃･ a nd
ther m al elutio n at 37 ℃ w as perfor m ed as indic ated
(arr o w ed). Fiv e mトfr actio n s w ere c oue cted. ｢ , A28O;
●, CytOtO Xicity; ▲ , HA a ctivity ; N D, n Ot dete cted;
= , fr a ctio n s(fr 1 9- 22) applied to first M o n oQ-fa st
pr otein liquidchr o m atogr aphy(M o n oQ-F P L C).
16 M L D/ml の ト キ シ ン A溶液 0･75ml と
,
P B Sに よ り2倍段
階希釈し た抗 血清 0･75ml と を 混合 し室温で30分間静置後 , 混
合液 0･5ml の 残存 マ ウ ス 致死 毒性の 有無 を調 べ た . 憎 群 2 匹の
マ ウ ス を 使用 し た ･ 抗血 清の 中和力価は 4 M L Dを 完全に 中和
した 抗血清 の 最大希釈倍数と した .
4 . 腸管 毒性中和試験
20FLg/ml の ト キ シ ン A溶液 0･75ml と, P B Sに よ り 2倍段階
希釈 した抗血 清 0･75ml と を混合 し室温 で30分間静置後 , 混合
液 1m ト刀 ル ー プテ ス トに お ける 残存活性 の 有無を調 べ た . 抗血
清の 中和力価 は ト キ シ ン A lO〃g を 完全に 中和 した 抗血清の 最
大希釈倍数と した .
成 績
Ⅰ . 菌体内トキ シ ン A の 精製
1 . T G A C
菌体内粗抽出液 60ml を用 い T G A Cを 行 っ た ( 図 1 ). T Gカ
ラ ム を 素 通 り L た画 分 で あ る フ ラ ク シ ョ ン 番 号 (fra ctio □
n u mber
,
fr)2 q 13に は 高 い A2&0値 (>1,0), 細胞毒性 (21 5C U/
50pl) お よ び H A活性 (29H A U/50FL) が検出され た . 温度溶出さ
れ た最初の fr19に ほ 2‖c u/50plの 細胞毒性 が検出 され た が,
H A活性ほ 20H A し/50pl と著 し く 低か っ た . Fr1 9, 22は温度
溶 出 画 分 と し て Mo n oQ-F P L Cに 供 す る た め , 0.02 M
Tris-1iCl緩衝液 (pH 7.5) に て 透析 し脱塩 した . 透析後 , H A活
性 ほ 25H A U/5恥Iiこ上 昇 した .
2 . Mo n oQ-F P L C
透析 した T G A C温度溶出画分 (21ml) を M o n oQ カ ラ ム に
添 加し , 0 - 0.4 M NaClの 直線濃度勾配法 で溶出 を行 っ た (図
2 ). 0.24- 0.26 M NaClで 溶出 され た A280の ピ M ク (fr30-32)




c し/50〟1) が 検出 さ れ た
が , H A活性は 検出 され な か っ た . 一 方 , H A活 性 の ピ ー ク
(2
6H A U/50pl) は 0.28 M NaClで 溶出 され た fr35に あり , 細胞
毒性 の ピ ー ク と H A活性の ピ ー ク の 解 離が認め られ た . ま た,
0.30- 0.31 M TaClで 溶出 され た fr37-39に は 比較的高 い 純
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Frac= 0 n n U mbe r
Fig .2. First M on oQ-F P L Cpr ofile of the ther mal elu ates
(fr 19- 22)fr o mT G A C. Each O.5ml w a s c oue cted.
A280; ･ - ･ ･ ･-･, m Ola r c o n c e ntr atio n of NaCl; ●, CytOtO Xicity:
▲, H Aa ctivity ;N D, n Ot dete cted; H , fr actio n s(fr
30- 32)ap pLied to s e c o nd Mon oQ- F P L C.
品
C. dげJrcrgg の 菌体内 ト キ シ ン A
の 後両 活性は共に 次第 に 低下 し, fr44以後 の 両分に は い ずれ の
活性も検出 され なか っ た ･
Fr30- 32 を 0. 2M Tris-H Cl緩衝液(pH 7.5) で 透析後 , 再度
Mo no Q-F P LC に 供 した .
2 回 目 Mo n oQ-F P L C で は, 単 一 の A28Dの ピ ～ ク が
0.24- 0.26 M NaClで 溶出され (fr30- 32), それ に 一 致 して細胞
毒性の ピ ー ク (2
9
- 2ほC し/50曲 が 検出 され た (図3 )･ H A活性
は い ずれ の 両分に お い て も検出 され な か っ た . Fr30- 32 を菌
体内 トキ シ ン A の 最終精製標品と した ･
なお , TG 素通 り画分の 細胞毒性 お よ び H A活性 を 上 述 の
Mo n oQ-F P L C で分析した と こ ろ , 細胞毒性は ト キ シ ン A 溶出
位置(0.24- 0.26 M NaCl) に は 検出 され ず, ト キ シ ン B の 溶出位
置で ある 0.46-0･64M NaClの 画分に 検出され た ･ また , H A
活性は トキ シ ン A溶出位置よ り速 く ▲ 細胞毒性が検出され な い
画分に 溶出され た .
3 . 精製菌体内ト キ シ ン A の 収率
精製菌体内 ト キ シ ン Aの 収率 を表 1 に 示 した . 4,000ml の 培
養液よ り 45鵬 の 精製菌体内 トキ シ ン A が得 られ た . 総細胞毒
性は 5.43×10
1
C U, 比活性は 1.21xl O6C U/m g で あ っ た . 精製
倍率ほ細胞毒性で 見る と T G A Cの 段階よ り2･69倍上 昇し , 収
率は 28.7% で あ っ た .
Ⅱ . 菌体内 トキ シ ン A の物理化学的性状および 生 物学的性状
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Fig.3. Se c o nd Mo n o Q-F P L Cprofile of the cyt oto xic
fra ctio n s(fr 30
- 32)fr o m the fir st Mo n o QTF P L C･
SymboIs ar e the s a m e as tho sein F ig. 2･
509
精製菌体内 ト キ シ ソ A を用い て 末変性 PAG E を 行 っ た ( 図
1). 菌体内 ト キ シ ソ A は分子 量580kDa の 単 一 の バ ン ドと して
泳動 され , 高度に 精製され た こ と が 分か っ た . S D S-P A G Eに
お い て は ･, 240 kDa の 主バ ン ドが検出 され る と 同時 に 多数 の 副
バ ン ド(26- 360k Da)も検出 され た (図5). 還 元 , 非還 元状態に
よ り泳動 パ タ ー ン に 明確な差異は認め られな か っ た .
2 . 生物学的性状
精製菌体内 ト キ シ ソ A の 細胞毒性 (C Us｡), マ ウ ス 致死 毒性
(L D5｡) を 示す最小毒素量はそ れ ぞれ 0.83ng , 8.7ng で あ っ た .
k Da
1 2 3 ろ
23 ～-
摘恐 れ 廟 轡
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Fig ･4･ An alysis ofintr a cellularto xin A by n ative P A G E･
La nes l a nd 4, m Ole c ula r w eight m arke rs :thyr oglobulin
(669 k Da), ferritin (440 k Da)一 C a tal se(232 kDa), 1a ctat e
dehydroge n a se(140 kDa), bo vine s er u malbumin (67 k Da);
1a n e2
. pu rified intr a c ellularto xin A (4 FLg):la n e3- Purified
intr a c e11ular to xin A (1 FLg).
Tablel. Pu rificatio n yieldof intracellularto xin A of C. di!ficilc
Step V豊『e 昌這芯 P諾:;
n
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ル ー プ テ ス ト に お い ては , 1J 唱 で は 全 く反応が な か っ た が ,
5〃g で は 陽性と な っ た . 貯留液は 血性 で あ っ た .
菌体内 ト キ シ ン A の H A活性ほ 1.5〃g でも陰性 で あ っ た .
Ⅲ . 菌体内 トキ シ ン A の免疫学的性状
1 . ゲ ル 内沈降反応
精製菌体内 ト キ シ ン Aと菌体外 ト キ シ ン A に 対す る抗血清 を
Fig･ 5･ An alysis of intr a c e11ular to xin A by S D STP AG E.
La n el･ m Ole cular w eight rn arker s ‥m yO Sin (2 00 kDa).
β-galactosida s e(116k Da), phospho ryla seB (g7 k Da), bo vin e
SeT um a‖〕u min (66k Da), he n eg g white ovalbu min (43
k Da)･ Pu rified intr a c e=ular to xin A (2.5 p g) w as r edu c ed
byβ-m er C aptO etha n ol(lan e3)or n o n-redu c ed(1a n e2)prio r
to the ele ctr ophor e si .
軌 ､ て ゲル 内沈降反応を行 っ た ･ い ずれ の 抗 血清 を用 い て も菌
体内 ト キ シ ン A と菌体外 ト キ シ ン A は融 合す る一本の 沈降線を
形成 した (図6).
2 . 毒素 中和試験
抗菌体内 ト キ シ ン A抗体は 菌体内 ト キ シ ン A お よ び菌体外 ト
キ シ ン A の 細胞毒性 , マ ウ ス 致死 毒性 , 腸管毒性 を ほ ぼ同程度
(中和力価 , 1:128- 1: 256) に 中和 し た (表2 ). 抗菌 体外ト キ
シ ン A抗体も抗菌体内 ト キ シ ン A抗体と 同様, 雨 竜素の 上 述の
生物活性を ほ ぼ 同程度 (1:128- 1:256) に 中和 した . ま た , 両
抗血 清は 共に , 菌体外 ト キ シ ン A の H A活性に 対する中和能を
有し 一 しか も中和力価 は同程度(1:16) で あ っ た .
考 察
C. み〃正混 の 塵生する ト キ シ ン A は腸管毒性 を有す る点 か
ら , 本菌に よ る下痢症 ･ 偽膜性大腸炎発症の 際の 最も重要な病
原国子 で あ ると 考え られ て い るII■ . ト キ シ ン A の 精 製ほ 従来酸
沈澱 , ゲル 濾過 , 陰イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 , 電気泳
動法等 の 組 み 合 わ せ に よ り 行わ れ て き た6
■､ 8)20)21,
. 近 年 Kriv a n
ら呵 は ト キ シ ン A がハ ム ス タ ー 腸管上 皮細胞膜 , ウ サ ギ赤血球
挨お よび ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン の ガ ラ ク ト ー ス αl-3 ガ ラ ク
Fig ･6A Do uble im m un odiffu sio nte st ofthein tra c ellular a nd
e x tra c ellularto xin A･ I･ intr a c e11ulartoxin A (1 FLg); E.
e x trac e11ular to xin A (1 pg); A-Ⅰ, a nti-intr ac e11ular t ｡ Xin A
Se r u m(25FLl); A-E, a nti-e X tr a C ellular t o xin A ser u m(25
函).
孟
Table2･ A bility of the a ntis er ato ne utr aliz ethe biologic al a ctivite s of C. dげficilc to xin A
Ne utralizatio ntiteP
Biologic ala ctivity Toxin A
Antトintra c ellularto xin A Anti- e Xtr a C ellula rto xin A
Cytoto xicity Intra c e11ula r
Extra c ellula r
M o u selethality Intra c ellula r
Extra c e1ular
Lo op re spo n s e Intra c ellula r
Extra c ellula r
H Aa ctivity




















































心 T he highest dil両 脚 Of a ntis er u m which n e utrauzed cytotoxicity
'
(4C U), m O u Selethality (4
ML D),lo op respo n se(1 0J唱), a nd H Aa ctivity(8 H A U).
b T heintr a c ellula rtoxin A has n oH Aa ctivity.
C. dげJiciJg の 菌体内 ト キ シ ン A
ト ー ス β1A4 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン (gala ct os e αl-3gala ct os e-
β1-4 N- aC etylglu c o sa mine, Galα1-3 Galβ1-4G IcN Ac)糖鎖 に 特異
的に 結合す る こ と を 報告し た . こ の 結合は温度依存性で あ り ト
キシ ン A ほ 4℃で 結合 し37 ℃で 解離する . ト キ シ ン A の こ の よ
う な 性質 を利用 し て , ト キ シ ン A の 簡 便 な 精製法 と し て
T G AC 法が 開発され
川
, さ ら に TGA Cと 陰イ オ ン 交換 カ ラ ム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を組み 合わ せ る こ と に よ り高度精製 ト キ シ
ン A が得 られ る こ と が 明らか に され た
佃
. ニれ らの 報告ほ , い
ずれ も培養液中の ト キ シ ン A (菌体外 ト キ シ ン A )に 関す る も
の で あ る が , 本 研 究 に お い て は , こ れ ら の 報 告 に 準 じ ,
T G AC 法 , Mo n oQ-F P L Ciこ よ り菌体内 ト キ シ ン A の 精 製を
行 っ た .
菌体内税抽出液の T G A Cの 溶出 パ タ ー ン は 菌体外 ト キ シ ン
Aの 場合と か な り異 な っ て い た . 即 ち , 菌体外 ト キ シ ン Aの 場
合, 素通り画分に は H A活性が見られ ず , 温度溶出両分に は 細
胞毒性 (トキ シ ン A) の ピ
ー ク に 一 致 して高 い H A活性が見 ら
れ るの で あ るが ‖
■t2
＼ 本研究に おけ る菌体内 ト キ シ ン Aの 場合,
上 述の 菌 体外 ト キ シ ン A の 場 合と 逆 に , 素 通 り 画分 に 高 い
H A活性が見 られ , 温度溶出両 分に は 極め て 弱い H A活性 が ,
ト キ シ ン A の ピ ー ク に
一 致し て 検出 され た に すぎな か っ た , ト
キ シ ン A の ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン , ウ サ ギ 赤血 球 へ の 結合
は, そ れ ら が有す る Galαト3 Galβl-4 GIcN Ac を 介す るもの で あ
る点か ら考 える と , ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン に 結合能 を有する
ト キ シ ン Aが 極め て 弱 い H A活性 しか 示 さな か っ た こ と ほ , 一
見矛盾し て い るよ うに 思わ れ る . ニ の 点に 関 して は 以下 の 如く
に 考え られ る . ト キ シ ン A がTG カ ラ ム に 結合す る場合に 必 要
な結合部位の 数 は , H A活性 を示 すた め に 必 要な結合部位の 数
よ り少な く , 理 論的 に は 前者に お い て は 1 ケ , 後者で は 2ケ が
最小限 トキ シ ン A の 表面に 存在す る こ とが 必 要で ある . 即 ち ,
T G A C温 度溶出画分中の 菌体内 ト キ シ ン A 分 子は T G へ の 結
合に は 十分 で あ る が , H A活 性を 示 す に は 不 十分 な程度 に
Galα1-3 Galβ1r4 GIcNAc と の 結合部位が分子表面に 現れ て い る
もの と 思われ る . 以 上の 考えは , T G A Cで 得られ た 菌体内 ト
キ シ ン A 画分の H A活性 は透析に よ り と昇 し た こ と に よ り支
持され る様に 思わ れ る . こ の 菌体内 ト キ シ ン A の H A活性増強
の 機構と して , 晩塩 に よ るイ オ ン 強 度の 低下 に よ り 菌体内 ト キ
シ ン A の 立 体構造が変化し 上記 Galα1-3 GalBl-4GIcN Ac と の 結
合部位の い く つ か が 活性化 の 状態と な り H A活性 が 卜昇し た ,
あるい は 透析に よ り H A活性抑制物質が除去 され た 等 が 考え
られ る ,
T G A C素通 り画分 の H A 活性 は 非常 に 高 か っ た が , ニ の
H A活性物質を Mo n oQ-FP L C で分析 した 結果, H A活性物質
は ト キ シ ン A と は無関係で あ っ た . こ の こ と は C･ み〃血
●
Jピ は
菌体外 ト キ シ ン A とは 別 の H A活性物質 を 主 に 菌 体内に 有し
て い る こ とを 示 して い る .
著者は Mo n oQ-F P L Cに お け る溶出条件に つ い て , まず 菌体
外トキ シ ン A の 場合に 剛 ､られ て い る 0 - 1 M NaCl濃度勾配
法 (流速 1ml/min)12一 を試み た . こ の 吼 菌体内 ト キ シ ン A の 細
胞毒性と H A活性の ピ ー クに 若干 の 解離が認め られ た (デ ー タ
未掲載). そ こ で , 本研究では 緩や か な 0 - 0･4 M NaCl濃度勾配
法(流速0.5 血/min)で溶出を行 っ た と こ ろ , 細胞毒性と H A活
性の ピ ー ク を 明確に 分離す る こ と が で きた . 即 ち , H A活性が
陰性の 細胞毒性 ピ ー ク (む30- 32) に 全細胞毒性の 90% 以上 が 回
収された . 更 に fr30- 32lI= つ い て M o n oQ-F PL Cを 行 っ た と
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こ ろ , H A活性 は 全 画分に お い て 陰性で あ り高い 細胞毒性 ピ ー
ク (最高値 2
Ⅰ2C し/50/山 fr31) の み が検出 され た . 以上 の 結果,
H A活性 を 有しな い 菌体内 トキ シ ン A を･高度精製す る こ と がで
き た . しか しな が ら, l 回 目の Mo n oQ-F P L Cに お い て , 細胞
毒性 と H A活性が共に 存在する画 分が存在 し , か つ , 両 活性ほ
同時に 減少 した . こ の こと は , 菌体内の ト キ シ ン A の 主 成分は
H A活性陰性 で ある が H A活性 を有す ト キ シ ン A もまた 存在
する 可能性を 示唆 して い る .
菌体内 ト キ シ ン Aの 分子 量は 580k Da で あり, 菌体外 トキ シ
ン A よl) 40k Da 大きい こ と が 明 ら か に され た . こ の こ と は
デ ー タ に は 示 さな か っ た が 菌体内 ト キ シ ン A と菌体外 ト キ シ ソ
A を同 時に 電気泳動す る こ と に よ っ て も確認 さ れ た . ニ の
40k Da に 相当す る部分ほ トキ シ ン A が菌体内よ り菌体外に 分泌
さ れ る際 , 切断 され る可 能性がある が , ゲ ル 内沈降反応 に お い
て 特異的抗原性 を有する部分と L ては 検出で き なか っ た .
菌体外ト キ シ ン Aの S D S･P A G Eに よ る泳動 パ タ
ー ン ほ , 他
の 精製 タ ン パ ク 毒素の パ タ ー ン と 異な り , 極め て多 くの バ ン ド
が 出現する こ と が知 られ て い る- 摘 肌＼ ト キ シ ン A の 分子 構成は
主 バ ン ド
ー
が 240k Da で あると こ ろか ら , ホ モ ダイ マ ー で あると
す る見解
22■
と , 副バ ン ドを重視し て 分子 量 の よ り小さ い サ ブ ユ
ニ ッ トか ら構成 され て い ると い う見解
23■
が あり意見の 一 致が み
られ て い な い .
菌体外ト キ シ ン Aで は SD S-P A G E上 , 多数の J( ン ドが見ら
れ る こ と に つ い て は , そ の
一 因と し て ト キ シ ン A の 切断が菌体
外 へ の 分泌時 , ある い は , 分泌後培養中に 起 こ る こ と が 考え ら
れ る . ニ の 場合 , 菌体内 ト キ シ ン A の S DS-PA G Eに お け る泳
動 パ タ ー ン は よ り単純である こ と が 予想 さ れ る . し か し な が
ら, 菌 体内 ト キ シ ン A の S D S-P A G Eの 泳動 パ タ ー ン は 菌体外
ト キ シ ン A と 同様240k Da の 主 バ ン ドと 多数の 副バ ン ドが見ら
れ , L述の 考え ほ 否 定的で あ っ た .
精製菌体内 ト キ シ ン A の 細胞毒性 , マ ウ ス 致死毒性, 腸管毒
性を引き起 こ す 最小毒素量は蔚体外 ト キ シ ン A
= ､ 別封- と ほ ぼ 同
種度 で あり , こ れ ら の 生物清作に 関し て は l ト キ シ ン A の 合成
の 時点で すで に 清惟型の 状態に あ ると 考え られ た ･ 菌体外 ト キ
シ ン A と 異 な る点は H A活惟が検出 され なか っ た こ と で ある .
菌体外 トキ シ ン A の H A相性部位ほ 腸管 卜皮細胞 へ の 結合 の
際に 重要な役割を担 っ て い る と 考え られ て い る
18＼ 歯f木内 ト キ
シ ン A は腸管毒性 を示 す 点か ら 腸管 ヒ皮細胞 へ の 結合部位烏
H A活惟 を′Ⅰけ 程で ない に して も必 要最′‖猥活性型の 状態で 仔
存して い る と思わ れ る . ニ の こ と は 菌体宰 ト キ シ ン A が T Gカ
ラ ム に 結合す るノ【､lミか らも支持 され る .
H A活性中和試験に お い て は 血清【ニー 体に 起因 す る非 特異的反
応が認め られ た の で , 毒素中和試験に は IgG 抗体を 用 い た ･
ゲ ル 内沈降反応で は , 菌体内 ･ 繭f本外 両 ト キ シ ン Aは 一 本の
融合する沈降線を形成 し た . 毒素r■日和試験に お い て抗菌体内 ト
キ シ ン A 抗 体は , 菌体外 ト キ シ ン A の 細胞毒性. マ ウ ス 致死 毒
性 , 腸管毒性を , 菌体内 ト キ シ ン A に 対するの と 同程度に 中和
し た∴ ｣以上の 結果か ら , 菌体内 ･ 菌体外両 下 車 シ ン Aの 抗原構
造に は差異が な い もの と考え られ た . H A活性を 欠く菌体内 ト
キ シ ン Aに 対す る抗体が菌体外 ト キ シ ン A の H A 括性を 中和
した こ と は l 菌体内トキ シ ン A 分子中 に は H A活性に 関与する
抗原部位が保持され て い る こ と を 示 唆して い る . 菌体内ト キ シ
ン Aの H A活性 の 活性化の 機構 は今後解明す べ き課題 と して
残 され て い る .
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結 論
C･ dJ〃 れ混 VPI l O463株 の 菌体の 超音波処理 上清液 よ り 菌
体内 ト キ シ ソ A を精製 し , そ の 性 状 を検討 し以下 の 結果 を得
た .
1 . TG A C, 2 回の Mo n oQ-F P L Cに よ り菌体内 ト キ シ ソ A
を 高度に 精製する こ とが で きた .
2 . 菌 体 内 ト キ シ ン A の 分 子 量 ほ 未変性 P A G Eで は
580k Da で あり , 菌体外トキ シ ン A の 分 子量よ り 40k Da 大き
か っ た . S D S-P A G Eに よ り 示 さ れ る 主 バ ン ド の 分 子 量ほ
240k Da で あ っ た .
3 . 菌体 内 トキ シ ン Aの 細胞毒性, マ ウ ス 致 死毒性 お よ び腸
管毒性を示 す最小有効量はそ れ ぞれ 0.83ng. 8 てng, 5〃g で あ っ
た . H A活性ほ l.5/ 唱 の 毒素を 用 い て も検出 され な か っ た .
4 . ゲ ル 内沈降反応お よび 毒素中和試験 上 , 菌体内 ト キ シ ン
A と菌体外 ト キ シ ン A の 間に は 差異は 認め られ な か っ た .
5 ･ H A活性を 欠く 菌体内 ト キ シ ン A に 対す る抗血 清も菌体
外ト キ シ ソ A の H A活性を中和L た.
以上 の 結果は , トキ シ ン A は H A活性陰性の 形で 菌休内で 塵
生され , 菌体外 へ 放 出され る 吼 あ るい は培養液中で H A活性
が活性化され る可能性 を示 唆 して い る .
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A bstra ct
htracellular tO Xin A ofClostridium d鮮Cile(C. d併CLZe)V PI lO463waspuri fiedtohom ogeneityby thyr oglobulin afB mi-
tychro m atography(TGAC)fbllo w ed byrepeated M on oQ-fastpr oteinliquidchro m atogTaPhy(M on oQ
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bo undtothyroglobulinc olurnn at4℃ and w ere eluted at37℃ ･ A highhe m agglutination(H A)activity w asdetected in血e
TGAC- unbo und fraction(2
,
he m ag glutination unit(H AU)/50pl), but a verylo w activityin the TGAC-ther m alelu ate(2
0
H A U/5 0pl). T he H Aactivity of the the rm alelu atesw as m arkedlyincre as edto2
5
H A U/50plafterdialysis■ T he di alized
preparatio nw as submittedtothe BrstMonoQp F P LC wi thaO-0･4 Msodium chlori delin eargradient, and the peaks contain
-
1ngCytOtOXic and H Aactivitiesw er e s epar atedfro m each other･ A highlypuri nedpreparadon ofinb
･a C ellular to xin A with-
o u tH Aac丘vity w as obtainedby the sec ond M on oQ- F P LC･ n e m Olec ular W eight ofthe puri fiedintrac e11ular toxin A w as
es tim a tedtobe 580k Da on polyacrylamide gel elec D
･
OPhore sis(P A G E) under n on -den aturing c ondito ns:th is size was 40
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- PA GE･ T he
mimim umdoses of thepmified intrac ellularto xin A ca usingcytotoxicity, m O u Selthality andrabbitileallooprespo nsewer e
O■83ng,8･7nga nd 5FLg,r e SpeCtlVely･ T hepurified inu
･
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